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RESUMEN

La fauna de cetaceos en Costa Rica incluye una estimacion de 30 especies,
esta biodiversidad representa el 33% de las especies de cetaceos del mundo y, por lo
tanto, anualmente se reportan encallamientos de cetaceos a lo largo de las costas del
Océano Pacifico y del mar Caribe. Los individuos encallados son una fuente de
informacion valiosa para aumentar los conocimientos basicos y determinar el estado
de salud de las poblaciones de cetaceos, evaluar la presencia de agentes infecciosos
zoonoticos y determinar las causas de muerte y enfermedad de estos animales. El
objetivo fue describir los hallazgos anatomopatoldgicos en virtopsia (necropsia virtual),
necropsia e histopatologia, y realizar pruebas bacteriol6gicas en el sistema nervioso
central de cetaceos encallados en Costa Rica durante el periodo 2017-2021. En este
periodo, el nUmero de cetaceos encallados fue en promedio de cuatro a seis animales

por afo.

Se evaluaron 21 cetaceos de siete especies diferentes, entre los que se
incluyen 14 Stenella coeruleoalba (delfin rayado), dos Kogia sima (cachalote enano),
un Delphinus delphis (delfin comun), un Stenella longirostris (delfin rotador), un
Grampus griseus (delfin de Risso), un Langenodelphis hosei (delfin de Fraser) y un
Tursiops truncatus (delfin nariz de botella). En la virtopsia y en la necropsia siete
animales presentaron ventriculomegalia. Brucella spp. se aisld6 del liquido
cefalorraquideo en 14 animales, 11 aislamientos fueron de Brucella ceti ST26 y dos de
Brucella spp. ST27. Se determin6 un perfil de lesiones histopatologicas de acuerdo
con el grado de severidad de la inflamacion en diferentes sitios del sistema nervioso

central, 14 animales presentaron meningoencefalitis con infiltrado linfocitario en



Xiv

meninges e infiltrados periventriculares y perivasculares. Brucella ceti ST 26 fue el

principal agente causal de las lesiones encontradas en el sistema nervioso central.

Palabras clave: Neurobrucelosis, Brucella, Brucella ceti, cetaceos, tomografia

computarizada post mortem, virtopsia.
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ABSTRACT

Cetaceans in Costa Rica include 30 known species, representing 33% of the
world’s diversity, cetacean strandings along the Pacific Ocean and the Caribbean Sea
of the country shorelines are reported yearly. Stranded individuals constitute a valuable
source of information to increase basic knowledge and determine the health status of
cetacean populations, causes of death and disease, and assessing zoonotic agents'
presence. The objective was to describe the anatomopathological findings in virtopsy,
necropsy and histopathology, additionally, we perform ancillary bacteriologic testing in
central nervous tissues of stranded cetaceans in Costa Rica from 2017-2021. During
this period, the number of stranded cetaceans was 4-6 animals per year.

A total of 21 individuals of seven different cetacean species were evaluated.
They included 14 Stenella coeruleoalba (striped dolphin), two Kogia sima (dwarf sperm
whale), one Delphinus delphis (common dolphin), one Stenella longirostris (spinner
dolphin), one Grampus griseus (Risso’s dolphin), one Langenodelphis hosei (Fraser's
dolphin) and one Tursiops truncatus (bottlenose dolphin). After virtopsy and at
necropsy, seven animals presented ventriculomegaly. Brucella spp. was isolated from
the cerebrospinal fluid in 14 animals, and 11 isolates were identified as Brucella ceti
ST26 and two as Brucella spp. ST27. Histopathological lesions were determined
according to the degree of the inflammation severity and changes in different
anatomical locations of the central nervous system for each case, 14 animals presented

lymphocytic meningoencephalitis with inflammation predominantly in meninges,
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periventricular and perivascular spaces. Brucella ceti ST26 was the main causative
agent of the lesions found in the central nervous system.
Keywords: Neurobrucellosis, Brucella, Brucella ceti, cetaceans, postmortem

computed tomography, virtopsy.



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Los cetaceos incluyen las ballenas, delfines y marsopas, todos mamiferos marinos
altamente especializados que viven y realizan su ciclo de vida principalmente en los
océanos y en algunos rios del mundo (Ward et al. 2013). Estos animales se agrupan
en los subdrdenes Odontoceti, Mysticeti y Archaeoceti, este Ultimo ya extinto. Los
misticetos son los mamiferos mas grandes del planeta, incluyen 14 especies de
ballenas barbadas sin dientes propiamente dichos, con dos espiraculos. Los
odontocetos incluyen 76 especies, todos con dientes y un unico espiraculo. Todos los
cetaceos utilizan la ecolocacion para cazar, localizar presas y conocer su entorno
acuatico (Cranford y Amundin 1996; McKenna et al. 2011; Jefferson et al. 2015). Los
mamiferos marinos habitan tanto aguas oceanicas y costeras, de distribucion
restringida o estuaria (SINAC 2016, May-Collado et al. 2017).

La fauna de cetaceos se compone de 90 especies (Jefferson et al. 2015), de las
cuales en Costa Rica se han confirmado 22 en el Océano Pacifico y nueve en el mar
Caribe (May-Collado et al. 2017), representando el 33% y 39% de los cetaceos
descritos en el mundo y en Latinoamérica respectivamente (Wehrtmann y Cortéz,
20009).

Los cetaceos en Costa Rica y en el mundo enfrentan una gran cantidad de
amenazas tales como la contaminacion local (el caso del Golfo de Nicoya) y global
causada por la descarga de desechos urbanos, industriales y agricolas, la pérdida de

hébitat, la actividad pesquera con capturas accidentales o por colisiones con barcos,


https://en.wikipedia.org/wiki/Mysticeti
https://en.wikipedia.org/wiki/Archaeoceti

el creciente turismo en torno a estos mamiferos y distorsion de sus sistemas de
navegacion por la contaminacién acustica generada por el trafico maritimo. Por otra
parte, también tenemos otros factores como las enfermedades infecciosas, las cuales
estan asociadas al estrés y algunos de los factores anteriormente descritos. Todo lo
anterior se encuentra asociado con los encallamientos y muertes de cetaceos,
impactando asi negativamente sus poblaciones, particularmente aquellos en peligro
de extincion (Tanabe et al. 1994; Palacios y Gerrodette 1996; Rodriguez-Fonseca
2001; Hernandez et al. 2012; Arbelo et al. 2013; Moore et al. 2013; Giorda et al. 2017,
May Collado et al. 2017).

Los encallamientos ocurren generalmente en cetaceos heridos, enfermos o
agotados cuando flotan cerca de la costa, encallando en aguas poco profundas (Geraci
y Lounsbury 2005). El monitoreo sistemético de los encallamientos de cetaceos es un
recurso valioso que sirve para generar informacion cientifica, médica y biolégica de
estos animales. Las necropsias, los estudios anatomo-histopatolégicos y de imagenes,
asi como los analisis inmunoldgicos, de aislamiento e identificacibn de agentes
infecciosos conocidos, son necesarios para obtener informacién debido a que son
consideradas herramientas principales para el estudio de las causas de encallamiento,
enfermedad y muerte de los cetaceos (Geraci y Lounsbury 2005; Gulland et al. 2018).

Entre las infecciones asociadas a los encallamientos, morbilidad y mortalidad de
los cetaceos, estan aquellas que afectan al sistema nervioso central (SNC).
Morbillivirus es el principal agente viral causante de encefalitis en cetaceos. La
infeccion por este Paramixovirus puede generar neumonia multifocal a difusa

intersticial severa y meningoencefalitis desmielinizantes no supurativas. Los animales



gue sobreviven a la etapa aguda de la infeccion pueden morir posteriormente debido
a infecciones oportunistas que pueden colonizar el cerebro (Stephens et al. 2014,
Kennedy 1991, Gulland et al. 2018), causadas por agentes como el hongo Aspergillus
spp. (Domingo et al. 1992; Stephens et al. 2014), y Toxoplasma gondii, un protozooario
gue infecta a una gran variedad de mamiferos en todo el mundo, este Ultimo también
puede comportarse como patdégeno primario causando aborto, enfermedad sistémica
letal y encefalitis no supurativa (Di Guardo et al. 2010; Sierra et al. 2014, Gulland et al.
2018).

Las bacterias del género Brucella son capaces de infectar y causar la muerte de
diferentes tipos de cetaceos. Brucella ceti es el principal agente etiolégico y raramente
se ha descrito B. pinnipedialis afectando estos animales (Davison et al. 2021a). En el
caso de B. ceti se han descrito patologias relacionadas como meningoencefalitis no
supurativa severa e hidrocefalia secundaria, bronconeumonia, endocarditis,
discoespodilitis y osteoartritis fibrinopurulenta en articulaciones de la columna
vertebral, placentitis y abortos (Miller et al. 1999; Sierra et al. 2014, Cowan et al. 2010,
Dagleish et al. 2008, Foster et al. 2002, Galatius et al. 2009, Gonzalez-Barrientos et al.
2010, Groussaud et al. 2007, Hernandez-Mora et al. 2013).

Actualmemte se ha logrado aislar tanto de cetdceos como de humanos Brucella
marina caracterizada como ST27. Las infecciones en cetaceos por Brucella ST27,
causa patologias severas semejantes a B. ceti (Hernandez-Mora et al. 2021). Los
casos humanos causados por Brucella ST27 reportados en Perd y Nueva Zelanda
(ambos reportes en paises con costas del Océano Pacifico) presentaron granulomas

intracerebrales, mialgia severa, fatiga, sinusitis severa, osteomielitis espinal, pérdida



de conciencia, dolor de espalda, fiebre intermitente, sudores nocturnos profusos,
anorexia y pérdida de peso (Sohn et al. 2003; Mc Donald et al. 2006; Van Bressem et
al. 2009).

En nuestro pais se empez6 a estudiar la patologia en los delfines rayados (Stenella
coeruleoalba) encallados en el afio 1999 (dos casos) y luego en el 2003 (tres casos),
evidenciandose la presencia de meningoencefalitis no supurativa. Segun reportes del
Departamento de Patologia de la Escuela de Medicina Veterinaria (EMV), los analisis
fueron negativos para la presencia de Morbillivirus de acuerdo con la
inmunohistoquimica realizada en la Escuela Superior de Medicina Veterinaria de
Hannover, Alemania.

A partir del aflo 2004, se realizaron los primeros estudios seroldgicos para la
deteccion de anticuerpos contra brucelas lisas, aislandose en el afio 2006, B. ceti del
liquido cefalorraquideo de una hembra adulta de delfin rayado encallada en Playa
Tambor, Puntarenas (Hernandez Mora et al. 2008). La presentacién clinica de este
animal estuvo asociada con sintomas como la falta de coordinacién para el nado,
problemas de flotabilidd y convulsiones (Gonzéales-Barrientos 2008, Hernandez- Mora
et al. 2008). A partir de esta fecha se han hecho amplios estudios bacteriologicos,
epidemiologicos y serologicos sobre B. ceti en los cetdceos encallados en Costa Rica
(Guzméan-Verri et al. 2012, Hernandez-Mora et al. 2017a).

La mayoria de estas investigaciones han sido el resultado de colaboraciones entre
Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA), el Programa de Investigacion en

Enfermedades Tropicales (PIET) de la EMV, la Fundacion Keto, el Servicio Nacional



de Guardacostas, el Parque Marino del Pacifico, el Servicio 911, el Sistema Nacional

de Areas de Conservacion, y las Municipalidades.

1.2. Justificacion

Los cetaceos reflejan variaciones ecoldgicas en diferentes areas geograficas y
escalas temporales; por tanto, son centinelas de las cadenas troficas de los
ecosistemas marinos (Moore 2008, Gulland et al. 2018).

Conocer el estado de las poblaciones de cetaceos en el mundo es critico para la
conservacion, proteccion y el fortalecimiento de las investigaciones. Estas acciones
son aun mas importantes para las especies en peligro de extincion, ya que existe un
vacio de datos para al menos 38 especies de cetaceos, segun la “lista roja” de especies
amenazadas de la Union Internacional para la conservacion de la Naturaleza (UICN)
(Mancia 2018). De las especies reportadas para nuestro pais en el Apéndice | de la
Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y
Flora Silvestres (CITES), estan las especies con mayor en peligro de extincion que son
Sotalia fluviatilis, Physeter macrocephalus, Hyperoodon planifrons y todos los
balenoptéridos. Por otro lado, el Apéndice Il lo conforman las demas especies, las
cuales no estan necesariamente amenazadas de extincion, pero que podrian llegar a
estarlo a menos que se contrale estrictamente su comercio (Nowak 1991).

Por esta razon, es necesario estudiar las razones por las que los cetaceos que
encallan en las costas y las razones por las cuales se enferman y mueren.

La virtopsia (necropsia virtual) es una herramienta complementaria a la necropsia

convencional, ya que permite identificar diferentes alteraciones, y sus relaciones con



los demas oOrganos y tejidos, por tanto, complementaria a la necropsia y a otros
estudios. La virtopsia es de particular interés cuando los animales rescatados estan
en diferentes grados de descomposicién (grados 2 y 3). En el caso de cetaceos con
neurobrucelosis, la virtopsia puede revelar microfracturas o patologias Oseas
dificilmente identificadas en la necropsia, tales como condilos occipitales ausentes en
animales afectados, procesos vertebrales dorsales o laterales alterados, pérdida de
una arquitectura normal del hueso liso, asi como una considerable remodelacion en
huesos como el atlas y otras alteraciones reportadas anteriormente (Dagleish et al.
2007; Baglivo et al. 2013). Es decir, aunque la necropsia “es el patrén oro” para la
revelar la causa mortis, las modalidades de diagndstico por imagen complementan el

diagndstico final (Grabherr et al. 2014; Heinemann et al. 2015).

1.2.1. Importancia

El nimero de cetaceos en Costa Rica representa el 33% de las especies
conocidas. Desde el 2004 al 2016 el numero de encallamientos en nuestras costas fue
de 115 individuos de 16 especies diferentes, de las cuales 54 individuos de seis
especies presentaron anticuerpos contra Brucella spp. y varios de ellos presentaron
patologias neuronales y murieron a causa de esta infeccion (Hernandez-Mora et al.
2017b), por lo que la neurobrucelosis es una causa importante de encallamiento. Por
tanto, es necesario comprender el impacto de esta enfermedad en las poblaciones de
cetaceos, buscando generar medidas de prevencion para las infecciones humanas,

asi como las de otros animales.



Tomando en cuenta el nimero de reportes de cetaceos con brucelosis en Costa
Ricay el potencial zoonético que tiene esta infeccion (Suarez et al. 2017), es necesario
que las autoridades de salud animal y humana monitoreen los encallamientos que
resultan por esta enfermedad para garantizar la salud publica.

La presente practica dirigida es necesaria para comprender los alcances sobre la
patologia de de la neurobruceolosis en cetaceos y los posibles riesgos que podrian
tener este tipo de infecciones para los humanos y otros animales.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General

Describir las lesiones anatomopatoldgicas y la bacteriologia de los cetaceos
encallados en las playas de Costa Rica durante el periodo 2017-2021, por medio de
virtopsia, necropsia, cultivos bacteriolégicos e histopatologia del sistema nervioso
central.

1.3.2. Objetivos Especificos

1. Interpretar la virtopsia del sistema nervioso central de los cetdceos encallados
por medio de tomografia axial computarizada.

2. Evaluar las lesiones del sistema nervioso central de los cetaceos encallados
mediante la realizacion de necropsias.

3. Identificar la presencia de microorganismos, en particular los del género
Brucella, en el sistema nervioso central mediante la realizacion del cultivos y
caracterizacion bacterioldgica.

4. Describir la histopatologia de las lesiones del sistema nervioso central de los

cetaceos encallados.



2. METODOLOGIA

El SENASA mediante el Programa Nacional de Fauna Silvestre a través de la Ley
General del Servicio Nacional de Salud Animal 8495, se encarga de la vigilancia de
enfermedades de cetdceos que encallan en las playas costarricenses. Como parte de
esta labor de vigilancia de enfermedades, los especimenes de animales encallados
son recolectados y transportados para ser sometidos a diferentes estudios como se
describen en esta practica dirigida.

2.1. Area de estudio

Para el desarrollo de esta practica dirigida se tomo6 en cuenta todos los cetaceos
encallados e identificados que se encontraron en Costa Rica a lo largo del litoral del

Océano Pacifico (1016 Km) y del mar Caribe (212 Km).

2.2. Tipo de estudio

Durante la practica dirigida se realiz6 un estudio transversal cuyo proposito es
describir la etiologia por bacteriologia y las lesiones anatomopatoldgicas por virtopsia,
necropsia, histopatologia de los cetaceos encallados en las playas de Costa Rica.

2.3. Poblacion estudiada

Los casos estudiados en esta practica dirigida corresponden a cetaceos encallados
desde enero del 2017 hasta finales de marzo del 2021 (Cuadro 1). Los casos anteriores
al 2020 se evaluaron de manera retrospectiva tomando en cuenta evidencia escrita,
fotografica o de otros archivos digitales con o sin afecciones en el SNC, segun los

datos obtenidos por virtopsia, necropsia, bacteriologia e histopatologia.



Cuadro 1. ldentificacién de los casos encallados durante el periodo 2017-2021.

Caso AKA Protocolo SENASA Consecutivo Especie Edad Género Afo encallamiento
1 Eduardito D1553-17 CR 08-17 Delphinus delphis A M 2017
2 ocC D1554-17 CR 06-17 Stenella coeruleoalba A M 2017
3 Chiibal Kiin D1807-17 CR 13-17 Stenella coeruleoalba A M 2017
4 Irmo D2032-17 CR 16-17 Stenella coeruleoalba A M 2017
5 Vico D0055-18 CR 22-17 Stenella longirostris C M 2017
6 Fernanda D0056-18 CR01-18 Stenella coeruleoalba C H 2018
7 Julian D0423-18 CR 03-18 Stenella coeruleoalba J M 2018
8 Kathy D0612-18 CR 06-18 Kogia sima A H 2018
9 Herradura D0612-18 CR 07-18 Kogia sima C H 2018
10 Hellen LSE 316-18 CR 15-18 Stenella coeruleoalba A H 2018
11 Radl D0096-19 CR 20-18 Stenella coeruleoalba A M 2018
12 Anibal CR 02-19 CR 02-19 Grampus griseus A M 2019
13 Randy D4166-19 CR 05-19 Stenella coeruleoalba A H 2019
14 Maria José D4166-19 CR 07-19 Stenella coeruleoalba A H 2019
15 Yen D1911-20 CR 03-20 Stenella coeruleoalba A M 2020
16 Ana D3508-20 CR 04-20 Stenella coeruleoalba A H 2020
17 Maria D3508-20 CR 05-20 Stenella coeruleoalba C H 2020
18 Covid D3509-20 CR 08-20 Stenella coeruleoalba A M 2020
19 Hernan D3510-20 CR 09-20 Langenodelphis hosei A M 2020

20 Francisco D4826-20 CR 10-20 Stenella coeruleoalba A M 2020
21 Tammy D0329-21 CR 01-21 Tursiops truncatus A H 2021

AKA, del inglés “also known as”; A, adulto; J, juvenil; C, cria; M, macho; H, hembra.
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Se analizaron retrospectivamente muestras e informaciéon de nueve delfines
rayados (Stenella coeruleoalba), un delfin comun (Delphinus delphis), un delfin rotador
(Stenella longirostris), dos cachalotes enanos (Kogia sima), un delfin de Riso
(Grampus griseus) que encallaron en diferentes playas del pais durante el periodo
2017-2019 (Cuadro 1, 2 y Figura 1). De estos animales se recopilaron los hallazgos de
necropsia, bacteriologia e histopatologia, asimismo se incluyeron imagenes de

virtopsias realizadas en cinco animales (cuatro delfines rayados y un delfin rotador).

Cuadro 2. Identificacion de las diferentes especies incluidas en la practica dirigida.

Especie Numero de Especie Numero de

casos casos

Stenella coeruleoalba

14 1
Stenella longirostris

> , )

Kogia sima

Tursiops truncatus

Delphinus delphis Langenodelphis hosei

Grampus griseus

Imagenes adaptadas de: Jefferson et al. 2015.
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Figura 1. Ubicacion de cetaceos encallados en Costa Rica durante el periodo 2017-

2021, segun la especie.

Durante el desarrollo de esta practica dirigida se trabajé con cinco delfines rayados,
un delfin de Fraser (Langenodelphis hosei) y un delfin nariz de botella (Tursiops
truncatus) que encallaron en las diferentes playas del Pacifico y el Caribe nacional,
entre enero del 2020 hasta finales de marzo del 2021 (Cuadro 1, 2 y Figura 1). A cada
uno de los siete cetaceos que encallaron se le realizaron estudios de virtopsia,

necropsia, bacteriologia e histopatologia.
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2.4. Envio y almacenamiento de animales

Los animales fueron remitidos al Laboratorio de Bacteriologia del SENASA desde
las diferentes playas del pais, en bolsas de transporte de cadaveres, debidamente
cerradas para evitar el contacto directo o derrames de secreciones durante el viaje y
manipulacién de estos. En caso de no poderse procesar inmediatamente, los animales

fueron almacenados en congelador -20°C para su estudio posterior.

2.5. Virtopsia

Todos los animales se llevaron a la Clinica Veterinaria VicoVet ubicada en
Sabanilla, San José, en donde se realiz6 la tomografia. El equipo utilizado para la
virtopsia fue el tomografo Siemens modelo SOMATOM Scope® 2014. El escaneo se
realizé a 130 kV, de 23 a 25 mA y 1.50 mm de grosor en el corte. El campo de vision
de escaneo (sFOV) varié de 334 a 500 mm. Este escaner cuenta con dimensiones
maximas de dos metros de largo y soporta hasta un peso de 200 kilogramos.

La tomografia se realizé post mortem (TACPM) en un total de 12 animales. Cinco
casos correspondieron a virtopsias realizadas durante el periodo 2017-2019 y los otros
siete casos fueron los tomados durante el periodo enero 2020-marzo 2021. Después
de realizar la TACPM, las imagenes se enviaron al Dr. Brian Kot de City University en
Hong Kong, del Laboratorio de Virtopsia de Animales Acuaticos, el que realizé el

analisis de las tomografias.

2.5.1. Hallazgos del sistema nervioso central
Para observar las lesiones del SNC fue necesario utilizar la reconstruccion
imagenes de TACPM con el visualizador RadiAnt™ DICOM Viewer, mediante la

herramienta “Reconstruccion multiplanar 3D (3D MPR)”. Esta herramienta se puede
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utilizar para reconstruir imagenes en planos arbitrarios (oblicuos), se utilizé la
reconstruccion en planos ortogonales (transversal, dorsal y sagital).

Los hallazgos del SNC en cada animal se dividieron cualitativamente en casos sin
alteraciones, casos leves, casos moderados y casos severos, segun el grado de lesiéon
de los ventriculos agrandados. En caso de que en las imagenes se identificara
ventriculomegalia se realizé la evaluacion mediante el indice de Evans y el angulo

calloso.

2.5.1.1. Indice de Evans

El indice de Evans (IE) se estimé mediante la relacion calculada al dividir el ancho
maximo de los cuernos anteriores de los ventriculos laterales (A) entre el ancho
biparietal maximo del craneo interno (B), al mismo nivel (IE= A/B). Las medidas se
tomaron utilizando el boton "Regién de interés (ROI)" con la herramienta “Largo” del
visualizador RadiAnt™ DICOM Viewer, mediante la reconstruccion de imagenes 3D

MPR dorsales de TACPM en cada animal que presentaba ventriculomegalia.

2.5.1.2. Angulo Calloso

El angulo calloso (AC) describe el angulo entre el cuerpo calloso como centro y las
superficies internas dorsomediales de los ventriculos laterales en una imagen
transversal para lograr esto en cetdceos se utilizaron imagenes reconstruidas
transversalmente en dos sitios anatomicos, la region peribullar y region mandibular.
Las mediciones se realizaron utilizando el boton “ROI” con la herramienta "Angulo” del
visualizador RadiAnt™ DICOM Viewer, utilizando la reconstruccién de imagenes 3D

MPR transversales de TACPM en cada animal que presentaba ventriculomegalia.
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2.5.2. Hallazgos del sistema osteoarticular

Se evaluaron posibles lesiones del sistema osteoarticular (SOA), para esto se
utilizé la reconstruccion de imagenes de TACPM con el visualizador RadiAnt™ DICOM
Viewer, mediante la herramienta 3D MPR y también se utiliz6 otra herramienta llamada
“Renderizacion de volumen 3D (3D VR)”, esta herramienta se utiliza para visualizar
grandes volumenes de datos generados por los escaneres como TAC en un espacio

tridimensional y el conjunto de datos se pueden explorar de manera interactiva.

2.6. Necropsiay recoleccion de muestras

Se evaluaron las necropsias de 21 casos, 14 pertenecian a las necropsias
realizadas durante el periodo 2017-2019, de estos se obtuvieron fotografias de los
hallazgos del SNC durante la necropsia, los otros siete casos correspondieron a
necropsias realizadas de los animales encallados desde enero 2020 hasta marzo
2021. Las necropsias se realizaron bajo las normas de seguridad y equipo
recomendadas en “NVSL Guidelines for Necropsy”. Durante la necropsia, el SNC se
examino de manera visual y mediante palpacion, se registraron todos los hallazgos
asociados a alteraciones del SNC y se tomaron fotografias con una camara digital
Canon EOS Rebel T5i. El encéfalo en cada caso fue evaluado a nivel macro y extraido
en su totalidad para la toma de muestras para los correspondientes estudios de

bacteriologia e histopatologia (Figura 2).
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Figura 2. Vista dorsal del sistema nervioso central extraido en necropsia de AKA

Francisco.

2.7. Bacteriologia

El examen bacteriologico se realiz6 de las muestras obtenidas de la necropsia,
para esto se utilizé la mitad del SNC extraido, cada tejido evaluado tenia un tamafio
aproximado de 5 cm?, los que se cortaron y se metieron de forma estéril a una bolsa
para muestras Whirl-Pak®. Posteriormente se tomaron muestras de hisopados
ventriculares y en lo posible LCR por aspirado con jeringa de los ventriculos laterales

y posteriormente se almacené en tubos coOnicos estériles. Cada muestra fue
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identificada con el nombre del caso, fecha y lugar, posteriormente se mantuvieron de
2°C a4 °C.

Después de terminar la necropsia de cada animal, se procedid a procesar las
muestras para el analisis bacteriolégico.

2.7.1. Cultivos bacteriolégicos

El cultivo y las técnicas bacteriologicas para identificar bacterias del género
Brucella, a partir de cultivos de muestras de cetaceos, son consideradas como pruebas
especializadas y deben ser realizadas por laboratorios capacitados para la realizacion
de estas pruebas.

Las colonias de Brucella ceti tienen una apariencia morfoldgica tipica de otros
miembros del género, son pequefas, elevadas, convexas y brillantes, con un margen
completo, de color miel y translicidas cuando se observan a contra la luz en medios
traslucidos como el CITA y Farrell, ademas, son resistentes al acido mediante la tincion
de Ziehl-Neelsen modificada y se aglutinan con los antisueros de Brucella abortus en
las pruebas de portaobjetos (Foster et al. 2007, Foster et al. 2011).

El medio de Farrell y CITA se usan comunmente para el aislamiento bacteriolégico
de Brucella spp. en animales domeésticos (De Miguel et al. 2011) el medio CITA
contiene colistina, vancomicina, nistatina, nitrofurantoina, anfotericina B para inhibir
contaminantes sin inhibir el crecimiento de Brucella spp. (De Miguel et al. 2011), por
otro lado, el medio Farrell contiene acido nalidixico, bacitracina, cicloheximida,
nistatina, polimixina B y vancomicina que previene el crecimiento de hongos y
bacterias comensales y ambientales que comunmente contaminan las muestras

durante la recoleccion. Ambos medios recomendados por la OIE resultan con alta
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sensibilidad y especificidad para los aislamientos de brucelas marinas provenientes de
animales con un grado de descomposicién leve y moderado (cédigo 2 y 3).

Las muestras fueron inoculadas en medio no selectivo (agar sangre), y en medios
selectivos (medio Farrell y medio CITA). Todas las placas se incubaron con CO: al
10% a 37°C durante 4-7 dias, después de este tiempo los cultivos donde crecieron
unidades formadoras de colonias (UFC) compatibles con Brucella spp. fueron aislados
nuevamente en agar sangre y se incubaron en CO:2 al 10% a 37°C durante otras 24-
72 horas. Los cultivos compatibles fueron tefiidos con Tincion Gram y paralelamente
se analizé la actividad de oxidasa y de ureasa en estas bacterias. Las bacterias
compatibles se enviaron al Laboratorio de Bacteriologia de la EMV, Universidad
Nacional para realizar pruebas bioquimicas y fenotipicas adicionales para confirmar o
descartar el género Brucella. Se realizaron pruebas como: la de aglutinacién con tintes
de acriflavina y naranja de acridina, reduccion de nitratos, utilizacion de citrato,
produccion de H2S, crecimiento en presencia y ausencia de COz, tionina (20 ug/mL),
fucsina bésica (20 ug/mL) y captacion de cristal violeta, todos protocolos descritos
anteriormente (Alton et al. 1988). Luego se procedié a preparar cultivo puro de las
brucelas aisladas en medio liquido no selectivo (tripticasa soya), el cual se incub6 a
37°C durante otras 48-96 horas para luego realizar las pruebas moleculares y ser
almacenadas cada una a -80 °C con 30% de glicerol para su conservacion en
bacteriotecas tanto del Laboratorio de Bacteriologia del SENASA como de la EMV

(Alton et al. 1988).
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2.7.2. Caracterizacion molecular

Aunque los aislamientos de B. ceti se incluyen en una sola especie, estos se
pueden separar en diferentes grupos, identificados por tipos de secuencia (ST)
utilizando caracterizacion genotipica MLST. La division de ST se realiza de acuerdo
con rasgos genéticos distintos, es asi como se describe B. ceti tipo delfin ST26, tipo
marsopa B. ceti ST23 y Brucella spp. tipo humano ST27 la cual no es posible
clasificarla ni como B. ceti o B. pinnipedialis.

En esta préactica dirigida, inicialmente se utilizo6 el PCR multiple conocido como
Bruce-ladder, para su clasificacion como especie de Brucella marina diferente a las
terrestres tal y como lo recomienda la OIE (Lopez-Goiii et al. 2008, OIE 2009).
Ademas, se utilizdé analisis el numero variable de loci multiples de repeticiones en
tandem (MLVA) y la tipificacién de secuencia multilocus (MLST) para definir el perfil de
ST utilizando el andlisis de secuenciacion del genoma completo (WGS) (Dawson et al.

2008).

2.8. Histopatologia

Para evaluar la histopatologia del SNC en las diferentes especies y los animales
negativos y positivos a Brucella spp. segun el tipo de secuencia (ST), se realizaron
estudios retrospectivos y prospectivos de los perfiles de las lesiones del SNC de los
cetaceos a los que se les hizo necropsia durante el periodo 2017-marzo 2021 de
acuerdo con las técnicas descritas anteriormente (Gonzalez-Barrientos et al. 2010).

Después de la necropsia de cada caso, uno de los de los hemisferios cerebrales fue
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fijado y conservado por inmersion en formalina buferada al 10% con pH neutro, a

temperatura ambiente y con un volumen diez veces mayor al tamafio de la muestra.

2.8.1. Procesamiento de tejidos

De los cerebros procesados se tomaron las siguientes posiciones anatémicas del
SNC: médula espinal, médula oblongada, puente, coliculos caudales, coliculos
rostrales, talamo, ndcleos basales, cerebelo, corteza occipital, corteza parietal, corteza
frontal. De cada tejido se realizé un corte transversal a nivel macro (Figura 3), luego
se proces6 de manera rutinaria (Gonzalez-Barrientos et al. 2010) para la
deshidratacion, aclaramiento e infiltracion, después se incluyeron en parafina y
posteriormente se realizaron los cortes micro (5 ym). Los cortes se montaron en

portaobjetos de vidrio para microscopio y se tifleron con hematoxilina y eosina (H&E).

Figura 3. Corte transversal macro de la corteza frontal del SNC de Hernan.
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2.8.2. Escaneo y graduacién de lesiones

Para la evaluacion de los diferentes tejidos del SNC, fue necesario escanear
laminas de casos incluidos en la practica dirigida, se utilizd el escaner para
portaobjetos de patologia digital Aperio LV1 de Leica Biosystems. Para la graduacion
del perfil de las lesiones se tomo en cuenta principalmente el infiltrado linfocitico por lo
gue se hizo el conteo de las capas celulares linfociticas perivasculares y en meninges,
segun la cantidad de capas en cada una de las ubicaciones del SNC. Con base en lo
anterior, se establecié una escala de severidad del 0 a 3, tomando en cuenta las
lesiones presentes, las cuales correspondian a 0-ninguna (0 capas), l-leve (1-3
capas), 2-moderada (4-7capas) y 3-severa (> 7 capas). Los resultados de la
graduacion de la severidad en las lesiones de cada uno de los casos se graficaron
para proporcionar un perfil de lesion asociado a cada area del SNC. También se

identificaron otras lesiones asociadas a la neurobrucelosis.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Estudios de tomografia

De los 12 especimenes evaluados mediante TACPM, se obtuvieron cinco sin
alteraciones (AKA Vico, Yen, Ana, Maria, Tammy), mientras que los demas
presentaron ventriculomegalia sugestiva a hidrocefalia, los cuales corresponden a tres
animales con ventriculomegalia leve (AKA Julian, Hernan y Francisco), dos animales
con ventriculomegalia moderada (AKA Randy y Maria José€) y dos animales con
ventriculomegalia severa (AKA Fernanda y Covid).

La virtopsia en cetaceos por medio de TACPM ha sido utilizada anteriormente en
paises como Hong Kong para descripcion morfologica de alteraciones del craneo y del
cerebro de cetaceos encallados, sin incluir ningan agente patologico asociado (Chan
et al. 2017; Yuen et al. 2017; Kot et al. 2020).

Los estudios de neurobrucelosis por TACPM en humanos son comunes (Al-Sous
et al. 2004, Gonzalez et al. 2010); sin embargo, los hallazgos encontrados en esta
practica dirigida son los primeros realizados en cetaceos con neurobrucelosis por

medio de TACPM descrita en la literatura de la Medicina Veterinaria.

3.1.1. Hallazgos del SNC

3.1.1.1. Casos sin alteraciones
Se obtuvieron cinco casos sin alteraciones en el SNC, los cuales correspondieron
a los casos AKA Vico, Yen, Ana, Maria y Tammy, estos cinco animales no presentaron

ventriculomegalia (Figuras 4, 5y 6).
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Figura 4. Reconstruccion de imagenes transversales por TACPM del SNC en un corte
transversal. (A) Vico, (B) Yen, (C) Ana, (D) Maria y (E) Tammy, sin alteraciones
evidentes en el SNC. (F) Imagen lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La

Linea roja corresponde al nivel de corte transversal utilizado.
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Figura 5. Reconstruccion de imagenes dorsales por TACPM del SNC en un corte
dorsal. (A) Vico, (B) Yen, (C) Ana, (D) Maria y (E) Tammy, sin alteraciones evidentes
en el SNC. (F) Imagen lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja

corresponde al nivel de corte dorsal utilizado.
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Figura 6. Reconstruccion de imagenes sagitales por TACPM del SNC en un corte

sagital. (A) Vico, (B) Yen, (C) Ana, (D) Maria y (E) Tammy, sin alteraciones evidentes
en el SNC. Imagen dorsal del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja

corresponde al nivel de corte sagital utilizado.

Estudios pioneros de neuroimagen en cerebros de cetdceos mediante TACPM,
indican que los ventriculos normalmente son apenas identificables, a menos de que
haya alguna lesion evidente (Kot et al. 2020), por lo tanto, los animales identificados
sin alteraciones en el SNC brindan informacién valiosa para considerar las
posibilidades de que haya algin dafio ocasionado por enfermedad o lesion que afecte

la conformacioén normal de los ventriculos cerebrales.
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3.1.1.2. Casos con ventriculomegalia leve

Se obtuvieron tres casos con ventriculomegalia leve, que corresponden a los casos
de AKA Julidn, Hernan y Francisco. Estos tres animales presentaban acumulacion de
LCR en pequefias cantidades en los ventriculos laterales, sin mostrar una

ventriculomegalia evidente (Figuras 7, 8 y 9).

Figura 7. Reconstruccion de imagenes transversales por TACPM del SNC en un corte
transversal. (A) Julian, (B) Hernan y (C) Francisco, con ventriculomegalia leve
(flechas). (D) Imagen lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja

corresponde al nivel de corte transversal utilizado.
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Figura 8. Reconstruccion de imagenes dorsales por TACPM del SNC en un corte
dorsal. (A) Julian, (B) Hernan y (C) Francisco con ventriculomegalia leve (flechas). (D)
Imagen lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde

al nivel de corte dorsal utilizado.
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Figura 9. Reconstruccion de imagenes sagitales por TACPM del SNC en un corte
sagital. (A) Julian, (B) Hernan y (C) Francisco, con ventriculomegalia leve (flechas). (F)
Imagen dorsal del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde

al nivel de corte sagital utilizado.

En el caso del delfin de Fraser (Hernan), a pesar de que present6 igualmente
ventriculomegalia y serologia positiva a brucelosis, no presenté ningun otro hallazgo
de origen traumatico, infeccioso ni inflamatorio, por lo tanto, se considera la
ventriculomegalia leve como un hallazgo incidental.

En medicina humana se utilizan diferentes terminologias para identificar este tipo
de ventriculomegalia en pacientes adultos, incluidas la ventriculomegalia oculta de
larga duracion del adulto (LOVA), estenosis acueductal con hidrocefalia, adultos con
hidrocefalia congénita no tratada, sindrome de hidrocefalia en adultos jévenes y de

mediana edad, hidrocefalia congénita crénica y también hidrocefalia compensada,
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cada una de estas posibles causas es determinada en conjunto con la evaluacién
clinica y de la sintomatologia de cada paciente (Cowan et al. 2005, Hamilton 2009,
Kiefer et al. 2005, Craven et al. 2019), en ausencia de este tipo de informacién y
hallazgos relevantes se clasifica como ventriculomegalia idiopatica, es necesario hacer
mas estudios en el futuro para determinar si es un hallazgo importante en la especie

L. hosei.

3.1.1.3. Casos con ventriculomegalia moderada

Dos casos resultaron con ventriculomegalia moderada, correspondientes a AKA
Randy y Maria José, ambos presentaron agrandamiento de los ventriculos laterales y
el tercer ventriculo en la reconstruccion de imagenes transversales, dorsales y

sagitales (Figuras 10, 11y 12).
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Figura 10. Reconstruccion de imagenes transversales por TACPM del SNC en un
corte transversal. (A) Randy y (B) Maria José y agrandamiento de ventriculos laterales
con el plexo coroideo, asi como agrandamiento del tercer ventriculo de (C) Randy y
(D) Maria José, ambos con ventriculomegalia moderada (flechas). (E) Imagenes
laterales del cerebro adaptadas de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al

nivel de corte transversal utilizado.
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Figura 11. Reconstruccién de imagenes dorsales por TACPM del SNC en un corte
dorsal. (A) Randy y (B) Maria José, con ventriculomegalia moderada y se observa
agrandamiento de ventriculos laterales con el plexo coroideo (flechas). (C) Imagen
lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al nivel

de corte dorsal utilizado.

Figura 12. Reconstruccion de imagenes sagitales por TACPM del SNC en un corte
sagital. (A) Randy y (B) Maria José, con ventriculomegalia moderada (flechas). (C)
Imagen dorsal del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde

al nivel de corte sagital utilizado.

Algunos estudios sugieren que el exceso de LCR en cetaceos con

ventriculomegalia se debe a un drenaje insuficiente, como consecuencia al bloqueo
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aracnoideo y el sistema venoso dural del seno sagital dorsal, esto puede suceder por
la acumulacién de restos celulares generados por el crecimiento bacteriano,
explicando asi que la hidrocefalia resultante y el aumento de la presién intracraneal,
tengan un efecto fatal en la capacidad del animal para nadar y buscar alimento (Davson
et al. 1970, Davison 2020), sin dejar de lado la inflamaciéon asociada que rodea el
sistema ventricular (Gonzélez-Barrientos et al. 2010). El exceso de LCR en los
animales con ventriculomegalia moderada es aun mas evidente que la leve y permite
observar con mayor claridad estructuras ventriculares como el tercer ventriculo y plexo

coroideo.

3.1.1.4. Casos con ventriculomegalia severa

Se obtuvieron dos casos con ventriculomegalia severa de los casos de AKA
Fernanda y Covid. En el caso de Fernanda se pudo identificar claramente un aumento
de todos los ventriculos, incluyendo el cuarto ventriculo y sus aberturas laterales. En
el caso de Covid se observd6 un aumento de los ventriculos y definidas areas
hipoatenuadas. En ambos casos se pudo identificar el acueducto cerebral (Figuras 13,

14y 15).
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Figura 13. Reconstruccion de imagenes transversales de TACPM del SNC en un corte
transversal. (A) Fernanda y (B) Covid, agrandamiento de ventriculos laterales y tercer
ventriculo de (C) Fernanda y (D) Covid y agrandamiento del cuarto ventriculo de (E)
Fernanda, ambos con ventriculomegalia severa (flechas). (F) imagenes laterales del
cerebro adaptadas de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al nivel de corte

transversal utilizado.
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Figura 14. Reconstruccion de imagenes dorsales por TACPM del SNC en un corte
dorsal. (A) Fernanda y (B) Covid con agrandamiento de los ventriculos laterales, (C)
Fernanda y (D) Covid con agrandamiento del tercer ventriculo, ademas se observa el
acueducto cerebral, en (C) Fernanda se aprecia también el acueducto cerebral y los
bordes laterales del cuarto ventriculo con las aberturas laterales del cuarto ventriculo,
ambos casos con ventriculomegalia severa (flechas). (E) Imagenes laterales del
cerebro adaptadas de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al nivel de corte

dorsal utilizado.
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Figura 15. Reconstruccmn de imagenes sagitales por TACPM del SNC en un corte
sagital. (A) Fernanda y (B) Covid con agrandamiento de ventriculos laterales, (C)
Fernanda y (D) Covid con agrandamiento del tercer ventriculo, el acueducto cerebral
y el cuarto ventriculo, ambos casos con ventriculomegalia severa. (E) Imagenes

dorsales del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016.

Como parte de las alteraciones cerebrales causadas por la neurobrucelosis en
cetaceos, se incluye la hidrocefalia con dilatacion de los ventriculos laterales debido a
la acumulacion de LCR secundario a la inflamacion que rodea el sistema ventricular
(Gonzélez-Barrientos et al. 2010); sin embargo, de forma usual en el diagndstico post
mortem de la neurobrucelosis en cetaceos encallados se describe con la presencia o
no de hidrocefalia, sin incluir la determinacion de la severidad de la ventriculomegalia
sugestiva a hidrocefalia como si se puede hacer con la virtopsia.

La implementacion del TACPM en estos animales encallados permitio la

reconstruccion de imagenes transversales, dorsales y sagitales, determinandose que
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la hipoatenuacion del sistema ventricular indica diferentes niveles de severidad de
ventriculomegalia. En cetadceos diagnosticados con brucelosis es un hallazgo
sugestivo de hidrocefalia, por otro lado, en animales sin neurobrucelosis, como en los
animales son alteraciones, el sistema ventricular no se puede visualizar mediante

TACPM (Figuras 4, 5y 6) (Robles-Malagamba et.al 2021, en prensa).

3.1.2. indice de Evans
De los 12 cetaceos analizados en esta practica dirigida, se obtuvo el resultado del

indice de Evans en los siete animales que presentaron ventriculomegalia (Cuadro 3).

Cuadro 3. indice de Evans calculado en los siete animales que presentaron

ventriculomegalia en diferentes grados de severidad.

AKA indice de Evans
Julian 0.19
Hernan 0.20

Francisco 0.22
Maria José 0.28
Randy 0.29
Covid 0.31
Fernanda 0.32

El caso con el indice mas bajo fue el de AKA Julian con un indice de Evans de 0.19
(Figura 16), este caso fue uno de los que presentaba ventriculomegalia leve y el indice
mas alto fue el de AKA Fernanda con un indice de Evans de 0.32 (Figura 17), este

caso presento ventriculomegalia severa.
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Figura 16. Reconstruccion de imagenes dorsales por TACPM del SNC para calcular
el indice de Evans. (A) Julian con las medidas tomadas (IE=0.19), el cual alcanz¢ el
valor mas bajo. (B) Imagen lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea

roja corresponde al nivel de corte dorsal utilizado.
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Figura 17. Reconstruccion de imagenes dorsales por TACPM del SNC para calcular
el indice de Evans. (A) Fernanda con las medidas tomadas (IE=0.32), el cual alcanzé
el valor méas alto. (B) Imagen lateral la del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La

Linea roja corresponde al nivel de corte dorsal utilizado.

Actualmente no se han establecido parametros de TAC para determinar la
severidad de la ventriculomegalia en cetaceos afectados por neurobrucelosis, pero en

medicina humana existen diferentes pardmetros establecidos y aunque se determina
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gue la resonancia magnética (RM) es la principal modalidad para obtener imagenes
detalladas para diagnosticar hidrocefalia (Bradley 2001), en particular, la literatura
incluye las imagenes obtenidas por TAC como uno de los estudios de gran precision
para observar la hidrocefalia, puesto que las imagenes reflejan el tamafio dilatado de
los ventriculos por el aumento en la cantidad de LCR (Zhang et al. 2019), tomando
esto en cuenta, se procedié a elegir medidas practicas y sencillas mediante el indice
de Evans (IE) y el angulo calloso (AC), para evaluar el agrandamiento de los

ventriculos (Van Horn y McManus 1992).

El IE describe la relacion entre el diametro de los cuernos frontales (cuernos
anteriores en cetaceos) de los ventriculos laterales y el diametro mas grande del
cerebro de una imagen transversal en humanos (dorsal en cetaceos) (McAllister et al.
1998, Laubner et al. 2015), con el IE la ventriculomegalia es una condicién obligatoria
gue se define con un valor de corte de diagnostico superior a 0.3 como Uunico criterio
morfoldgico en las guias internacionales y japonesas de neurologia humana (Ishikawa
2004, INPH Guideline Study Group 2005).

Basado en este punto de corte solamente los dos animales con ventriculomegalia
severa se encuentran por encima del valor utilizado en medicina humana,
evidenciandose la necesidad de ajuste de estos indices para los tres delfines con
ventriculomegalia moderada (valores de 0.22, 0.28 0.29) y los dos delfines con
ventriculomegalia leve (valores de 0.19 y 0.22).

El IE es un criterio cuantitativo que se ha utilizado ampliamente para evaluar la

ventriculomegalia; sin embargo, para la determinacion de valores especificos se deben
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considerar estudios adicionales que incluyan otros factores como la edad, género y el
indice de masa corporal de los individuos, asi como se ha realizado en estudios previos
en medicina humana (Gyldensted y Kosteljanetz 1976, Skullerud 1985, Toma et. al

2011).

3.1.3. Angulo Calloso
El resultado del angulo calloso se obtuvo en los siete delfines que presentaron
ventriculomegalia (Cuadro 4). De los angulos callosos evaluados en la region peribullar
el mas pequefio fue el de AKA Fernanda, este caso habia presentado
ventriculomegalia severa y tuvo el indice de Evans mas alto, mientras que el angulo
calloso mas grande lo obtuvo AKA Julian, quien tuvo ventriculomegalia leve y alcanzé
el indice de Evans mas bajo (Figura 18). Con los angulos callosos medidos en la region
mandibular se encontré también que el mas pequefio fue el de AKA Fernanday el mas

grande el de AKA Julian (Figura 19).

Cuadro 4. Angulos callosos estimados en los siete animales que presentaron

ventriculomegalia en las regiones anatoémicas peribullar y mandibular.

AKA Region Peribullar Region Mandibular

Julian 95.5° 97.7°
Hernan 94.8° 95.5°
Francisco 92.7° 96°
Maria José 80.1° 93.9°
Randy 71.8° 73.8°
Covid 67.9° 82.4°

Fernanda 57.1° 72.8°
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Figura 18. Reconstruccion de imagenes transversales por TACPM del SNC en la
region peribullar. (A) Fernanda con el angulo calloso mas bajo (AC=57.1) y de (B)
Julian con el &ngulo calloso mas alto (AC=95.5) del grupo evaluado. (C) Imagen lateral
del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al nivel de corte

transversal utilizado.

Figura 19. Reconstruccion de imagenes transversales por TACPM del SNC en la
region mandibular. (A) Fernanda con el angulo calloso méas bajo (AC=72.8) y de (B)
Julidn con el angulo calloso mas alto (AC=97.7) del grupo evaluado. (C) Imagen lateral
del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al nivel de corte

dorsal utilizado.

El AC describe el angulo entre el cuerpo calloso como centro y las superficies

internas dorsomediales de los ventriculos laterales en una imagen coronal en humanos
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(transversal en cetaceos). En medicina veterinaria se ha determinado por analogia con
pacientes humanos a nivel de la glandula pituitaria a través de RM (Laubner et al.
2015), en cetaceos la region mandibular seria la ubicacién mas similar, no obstante,
como estas medidas aun no se han establecido en estos animales también se tomo el
angulo calloso en la region peribullar como comparacion. En medicina humana, un
valor normal puede oscilar entre 100-120° (Ishii et al. 2008), por lo tanto, todos los
angulos obtenidos en ambas regiones anatomicas (region peribullar y mandibular) se
encontraron por debajo de este rango confirmando la ventriculomegalia determinada
para los casos evaluados.

Los resultados del AC también muestran una tendencia en los angulos obtenidos
en la region peribullar, ya que los casos con ventriculomegalia leve fueron los que
obtuvieron los valores més altos, entre 92.7° y 95.5°, los casos con ventriculomegalia
moderada se encontraron valores medios, entre 71.8° y 80.1° y los casos severos
fueron méas bajos, entre 57.1° y 67.9°, evidenciando como la medida del angulo es
inversamente proporcional al aumento del tamafio ventricular en la region peribullar,
asi como se ha reportado en medicina humana donde el AC aumenta con forme el
volumen ventricular disminuye en pacientes humanos (Virhammar et al. 2018). De
manera diferente ocurrio en la region mandibular donde los AC no presentaron ninguna
asociacion segun la severidad establecida, no obstante, es necesario realizar estudios
futuros tanto para el IE como el AC, y asi determinar esta distincion de valores de
forma mas especifica para los cetaceos.

Asimismo, es importante tomar en cuenta todos los cetaceos encallados

presentaron sintomas nerviosos, por lo que la presentacion clinica no parece estar
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asociada con la severidad de la ventriculomegalia en la neurobrucelosis, ademas, sin
importar este hallazgo, la mayoria murieron pocas horas posterior al encallamiento,
teniendo un impacto importante en el pronéstico de supervivencia de estos animales

en las playas.

3.1.4. Hallazgos del sistema osteoarticular

Dos animales que presentaron ventriculomegalia leve también mostraron
alteraciones a nivel vertebral. En el caso de AKA Julian se observé un estrechamiento
del espacio del disco intervertebral caudal entre Ca3-Ca4, con hiperatenuacion y

ostedlisis de las placas terminales vertebrales (Figura 20 y 21).

Figura 20. Reconstruccion de imagenes del caso de Julian por TACPM en funcién 3D
MPR en la region vertebral caudal. Vista transversal (A), dorsal (B) y sagital (C) con
hiperatenuacion del cuerpo vertebral y estrechamiento del espacio del disco

intervertebral entre Ca3-Ca4.
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Figura 21. Reconstruccion de imagenes del caso de Julian por TACPM en funcion 3D
VR en la region vertebral caudal. Vista lateral en diferentes presentaciones (A) en 3D
Hueso, (B) 3D Hueso blanco y negro y (C) 3D Hueso y Piel con fusion del espacio del

disco intervertebral entre Ca3-Ca4 (flechas).
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En el caso de AKA Francisco se observé con ostedlisis a nivel superior del

condilo occipital izquierdo (Figura 22 y 23).

Figura 22. Reconstruccion de imagenes del caso de Francisco en funcion 3D MPR del
condilo occipital. Vista (A) transversal, (B) dorsal y (C) sagital, con ostedlisis (circulos)

del condilo occipital izquierdo.

Figura 23. Reconstruccion de imagenes de Francisco por TACPM en funcion 3D VR
en la region occipital del craneo de la vista caudal. En diferentes presentaciones (A)
3D de Hueso, (B) 3D Hueso blanco y negro y (C) 3D Hueso y Piel con ostedlisis
(circulos) a nivel superior del condilo occipital izquierdo.

La reconstruccion de imagenes de TACPM también permitieron identificar dos
lesiones del SOA relacionadas con la infeccion por Brucella ceti, estos hallazgos

pueden resultar dificiles de detectar durante la rutina de necropsia debido a la
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ubicacion anatomica de estas lesiones. El estrechamiento del espacio del disco
intervertebral entre las vértebras caudales relacionado con la osteoartritis vertebral, asi
como la osteomielitis en el condilo occipital, pueden considerarse hallazgos
patolégicos incidentales, pero se han realizado varios reportes de B. ceti aislado de
diferentes lesiones en los huesos y articulaciones de cetaceos (Guzman-Verri et al.

2012).

3.2. Necropsias

Durante el periodo 2017-marzo 2021 se realizaron 21 necropsias, entre ellas se
identificaron siete especies diferentes de cetaceos (Cuadro 1y 4). Todos los animales
estudiados se encontraban en cédigo de preservacion 2 (fresco).

De todas las necropsias realizadas se encontré una proporcion similar de género
con 12 machos (57%), diez eran adultos, un juvenil y una cria, y las demas fueron nueve
hembras (43%), seis adultas y tres crias, dos de estas encallaron con su respectiva
madre. La especie mas comun fue S. coeruleoalba, con un total de 14 necropsias.

La afeccion por neurobrucelosis segun el género también resulto similar ya que se
presentaron positivos ocho machos (57%) y seis hembras (43%). La mayor cantidad
de cetaceos con neurobrucelosis fueron 11 adultos (79%), seguido por dos crias (14%)
y un juvenil (7%), es necesario considerar que la epidemiologia y presentacion de esta
enfermedad en animales encallados merece mayor investigacion ya que no se ha visto
a nivel mundial una tendencia clara segun el género o edad en odontocetos infectados

con Brucella spp. marina (Hernandez-Mora et al. 2009, Davison 2020).
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3.2.1. Hallazgos del sistema nervioso central
Durante la necropsia se identificaron siete animales con los ventriculos laterales
dilatados, los mismos que resultaron con diferentes grados de ventriculomegalia en el

TACPM (Figura 24 y 25).

Figura 24. Vista medial del cerebro, corte sagital con ventriculomegalia. Cuerpo
anterior del ventriculo lateral izquierdo dilatado (flecha) del caso de Maria José, caso
identificado con ventriculomegalia moderada en la virtopsia. El inserto muestra la
imagen drosal del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde

al nivel de corte sagital utilizado.
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Figura 25. Vista posterior del cerebro, corte oblicuo con ventriculomegalia. Ventriculos
laterales dilatados (flechas blancas) y craneo (flecha amarilla) del caso de Covid, el
ventriculo derecho se observa con LCR congelado, caso identificado con
ventriculomegalia severa en la virtopsia. El inserto muestra la imagen lateral del
cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La Linea roja corresponde al nivel de corte

oblicuo utilizado.

A nivel macro es posible confirmar la ventriculomegalia observada en la virtopsia,
sin embargo, debido a la pérdida de LCR que se puede generar por manipulacion a la
hora de hacer los cortes es dificil determinar la severidad como si se puede hacer con
las imagenes por TACPM, no obstante, gracias a las imagenes previamente obtenidas

se puede realizar un manejo cuidadoso para la evitar perder cantidades mediante la
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congelacion adecuada para extraer la mayor cantidad de muestra para los cultivos

bacterioldgicos.

3.2.2. Hallazgos del sistema osteoarticular

En el caso de AKA Francisco se observé una lesion en la superficie articular del
condilo occipital izquierdo, focal, de coloracion rojo oscuro, redonda con bordes
irregulares, con leve depresion, de 1.0 cm de diametro y suave, identificada como un

proceso focal de osteomielitis y ostedlisis (Figura 26).
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Figura 26. Vista caudal del céndilo occipital izquierdo con osteomielitis y ostedlisis

(flecha) del caso de Francisco.

Se han reportado lesiones macro graves a nivel de la articulacion atlantooccipital
sugestivos a osteomielitis en un L. acutus, de donde se aislé Brucella spp. (Dagleish
et al. 2007), asi como también se han identificado otras lesiones en animales con
brucelosis con discoespondilitis espinal (Foster et al. 2002) y osteoartritis
escapulohumeral (Gonzéalez-Barrientos et al. 2010), lo que confirma la susceptibilidad
de los delfines rayados del PTO a complicaciones del sistema ostearticular por la

infeccidon crénica con Brucella ceti

3.3. Bacteriologia del SNC

Se realizaron estudios bacteriolégicos de LCR vy distintas partes del SNC a 21
cetaceos de las siete diferentes especies. Catorce animales resultaron positivos en
cultivo a Brucella spp. del cerebro y LCR en tres especies diferentes, todos se
caracterizaron como Brucella spp (Figura 27). Estas cepas se tipificaron 11 como B.
ceti ST26, dos como ST27 y una se encuentra en proceso correspondiente al caso
AKA Francisco. Los aislamientos confirmados como ST26 se recuperaron de diez S.
coeruleoalba y un D. delphis, mientras que los aislamientos de ST27 correspondieron
a dos K. sima. No se encontraron aislamientos de B. ceti en un S. longirostris, un G.
griseus, tres S. coeruleoalba, un T. truncatus y un L. hosei (Cuadro 5), este ultimo caso
fue el Gnico negativo que presentd ventriculomegalia leve en la virtopsia. Ademas, en
el caso de AKA Francisco se logré aislar Brucella spp. por cultivo de la osteomielitis y

ostedlisis encontrada durante la necropsia en el céndilo occipital.



49

Figura 27. Cultivo bacteriolégico con UFC (flecha) de Brucella spp. en agar sangre
luego de 6 dias de crecimiento.



Cuadro 5. Cultivos y caracterizacidén bacterioldgica de cetaceos para Brucella spp. del

SNC 2017-marzo 2021.

AKA Especie Cultivos Brucella spp.  Caracterizacion
Eduardito D. delphis Positivo ST26
ocC S. coeruleoalba Positivo ST26
Chiibal Kiin ~ S. coeruleoalba Positivo ST26
Irmo S. coeruleoalba Positivo ST26
Vico S. coeruleoalba Negativo NA
Fernanda S. coeruleoalba Positivo ST26
Julian S. coeruleoalba Positivo ST26
Kathy K. sima Positivo ST27
Herradura K. sima Positivo ST27
Hellen S. coeruleoalba Positivo ST26
Radul S. coeruleoalba Positivo ST26
Anibal G. griseus Negativo NA
Randy S. coeruleoalba Positivo ST26
Maria José S. coeruleoalba Positivo ST26
Yen S. coeruleoalba Negativo NA
Ana S. coeruleoalba Negativo NA
Maria S. coeruleoalba Negativo NA
Covid S. coeruleoalba Positivo ST26
Hernan L. hosei Negativo NA
Francisco  S. coeruleoalba Positivo NC
Tammy T. truncatus Negativo NA

NA, no aplica; NC, no caracterizada.
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Se ha aislado B. ceti del cerebro y LCR de diferentes especies de cetaceos
encallados entre las mas comunes se han encontrado en marsopas comunes
(Phocoena phocoena), delfines de costados blancos (Lagenorhynchus albirostris),
delfin de hocico blanco (Lagenorhynchus acutus), delfin nariz de botella (T. truncatus),
delfin comun (D. delphis) ballenas piloto de aleta larga (Globicephala melas) y, mas
recientemente, en ballenas picudas de Sowerby (Mesoplodon bidens) (Davison et al.
2021b). Sin embargo, esta patologia ha sido mayormente descrita en delfines rayados
(S. coeruleoalba) (Foster et al. 2002, Mufioz et al. 2006, Hernandez-Mora et al. 2008,
Gonzalez-Barrientos et al. 2010, Jauniaux et al. 2010, Davison 2020).

La especie con mayor numero de casos positivos (n=11) a Brucella ceti sigue
siendo S. coeruleoalba, este hallazgo reafirma nuevamente la alta susceptibilidad de
esta especie a desarrollar neurobrucellosis descrita para animales encallados en Costa
Rica tal y como se viene describiendo desde el afio 2008 (Hernandez-Mora et al. 2008).

Por otro lado, durante el desarrollo de esta practica dirigida también se report6 el
aislamiento de Brucella ceti ST26 en un individuo de D. delphis. Esta especie de delfin
frecuentemente resulta positiva para Brucella spp. en Europa, sin embargo, la
neurobrucelosis se ha diagnosticado solo en tres casos juveniles en una presentacion
similar a los delfines S. coeruleoalba, esto resulta ser particular debido a que las dos
especies comparten aspectos ecologicos y de comportamiento similares, ambas
especies han sido reportadas nadando en grupos mixtos y se alimentan de peces y
calamares similares (Frantzis y Herzing 2002, Bearzi et al. 2011, Jefferson et al. 2015,
Davison 2020, Ross et al. 1994, Sierra et al. 2020), por lo que se agrega una especie

mas afectada por esta enfermedad en el Pacifico Tropical Oriental (PTO).
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A nivel mundial la especie cachalote enano (K. sima) es considerada evasiva y
poco estudiada a nivel biolégico y veterinario, asi como también se cuenta con
informacion limitada con respecto a su distribucién. Lo poco que se conoce se ha
descrito de animales encallados, en algunos casos madre y cria (Manire et al, 2004).

Hasta la fecha los dos casos descritos en esta investigacion representan la primera
confirmacion en el mundo de la susceptibilidad para la infeccién por Brucella spp. ST27
para esta especie de cetaceo, ampliando el nimero de especies que pueden resultar
infectado, asi como también la distribucibn mundial (Suarez-Esquivel et al. 2019,
Herndndez-Mora et al. 2021). La presencia de esta cepa ST27 solo se habia detectado
en T. truncatus en la costa Atlantica (Wu et al. 2014) y Pacifica (Ewalt et al. 1994) de
Estados Unidos, posteriormente al norte del Mar Adriatico en Croacia (Cvetni¢ et al.
2016, Duvnjak et al. 2017) y mas recientemente en el pacifico occidental de japén
(Ueno et al. 2020) y en Australia (Mackie et al. 2020).

El aislamiento logrado de B. ceti de la lesion del céndilo occipital causando
osteomielitis y ostedlisis bacteriana en un delfin rayado (S. coeruleoalba) es similar al

reportado y sefialado anteriormente por Dagleish y colaboradores (2007).

3.4. Histopatologia del sistema nervioso central

El perfil de las lesiones histopatoldgicas de los catorce animales que resultaron
positivos a Brucella spp., evidenci6 meningoencefalitis predominantemente con
infiltrado linfocitico perivascular y en meninges, también se lograron ver en menor
proporcion histiocitos y células plasmaéticas, cada caso alcanzé diferentes grados de

severidad segun la ubicacién del SNC.
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3.4.1. Grado 1
Poca cantidad de linfocitos (pequefias células con nucleos pequefos, tefidas
de azul y citoplasma escaso) que se infiltran en el tejido de cerebro y meninges,

sefalados con la flecha negra (Figura 28 y 29).
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Figura 28. Corte histologico de cerebro y meninges de Maria José. Tincion
hematoxilina-eosina. Barra=400 pum, 5x.
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Figura 29. Corte histolégico de cerebro y meninges de Maria José. Tincion

hematoxilina-eosina. Barra=100 pum, 20x.
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3.4.2. Grado 2
Moderada cantidad de linfocitos que se infiltran en el tejido de cerebro y

meninges, expandiendo las meninges que se observan mas gruesas, sefialados con

la flecha negra (figuras 30 y 31).

Figura 30. Corte histologico de cerebro y meninges de Chiibal Kiin. Tincion

hematoxilina-eosina. Barra=400 pum, 5x.



56

100um |

Figura 31. Corte histologico de cerebro y meninges de Chiibal Kiin. Tincion

hematoxilina-eosina. Barra=100 pm, 20x.
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3.4.3. Grado 3
Hay un elevado numero de linfocitos que se infiltran en el tejido de la corteza
occipital, con distorsion grave de la anatomia normal que incluye una distencion y

engrosamiento grave de las meninges, sefialados con la flecha negra (Figura 32 y 33).

Figura 32. Corte histoldgico de cerebro de Chiibal Kiin. Tincibn hematoxilina-eosina.
Barra=1000 pm, 2x.
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eosina. Barra=200 pm, 6x.

Todos los casos positivos a B. ceti ST 26 tienen lesiones con mayor severidad en
los tejidos con meninges, con una tendencia de grados de severidad 3y 2 en areas
caudales y ventrales del tronco encefélico, mesencéfalo (médula espinal, médula
oblongada, puente, coliculos) y cerebelo, que disminuye a grados de severidad 2y 1
en las areas craneales y dorsales (corteza cerebral parietal y frontal) y grados de
severidad 1 en tejidos parenquimatosos (talamo y nucleos basales) (Figuras 34, 35,

37y 38).
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Figura 34. Perfiles totales de las lesiones con diferentes grados de severidad. Casos
de Irmo, Fernanda, Chiibal Kiin, Randy y Raul. Casos positivos a los cultivos y
caracterizacion de Brucella ceti ST26. Se les asignaron grados de severidad entre 1y
3 en las diferentes ubicaciones del SNC.
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Figura 35. Perfiles parciales de las lesiones con diferentes grados de severidad. Casos

de Covid, Francisco, Maria José, Eduardito, OC, Julian y Hellen. Casos positivos a los
cultivos y caracterizacién de Brucella ceti ST26. Se les asignaron grados de severidad
entre 1y 3 en las diferentes ubicaciones del SNC.
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Los otros dos casos positivos a Brucella spp. ST27 alcanzaron como maximo grado
de severidad 1, tanto en areas con meninges (cerebelo y corteza occipital) como en el

parénquima cerebral (talamo y nucleos basales) (Figuras 36 a la 38).
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Figura 36. Perfiles parciales de las lesiones con diferentes grados de severidad. Casos
de Kathy y Herradura. Casos positivos a los cultivos y caracterizacion de Brucella spp.

ST27. Se les asignaron grados de severidad 1 en las diferentes ubicaciones del SNC.
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Figura 37. Diagrama con severidad de lesiones histopatologicas en vista medial del

cerebro, corte sagital. (A) Distribucion y severidad del infiltrado linfocitico en un corte
sagital del cerebro de los cetaceos con meningoencefalomielitis. El inserto izquierdo
muestra la imagen dorsal del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La linea roja
indica el nivel sagital de corte utilizado. (B) Las especies con lesiones inflamatorias
estan representadas por diferentes colores. (C) Cada punto representa un foco
inflamatorio y los 3 tamafios de puntos diferentes muestran diferentes grados de
severidad (leve, moderado y severo). Abreviaturas: ME, médula espinal; MO, médula
oblongada; P, puente; CC, coliculos caudales; CR, coliculos rostrales; T, talamo; Cer,

cerebelo; CO, corteza occipital; CP, corteza parietal; CF, corteza frontal.
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Figura 38. Diagrama con severidad de lesiones histopatolégicas en vista dorsal del
cerebro, corte horizontal. (A) Distribucién y severidad del infiltrado linfocitico en un
corte horizontal del cerebro de los cetaceos con meningoencefalomielitis. El inserto
izquierdo muestra la imagen lateral del cerebro adaptada de: Cozzi et al. 2016. La linea
roja indica el nivel dorsal de corte utilizado. (B) Las especies con lesiones inflamatorias
estan representadas por diferentes colores. (C) Cada punto representa un foco
inflamatorio y los 3 tamafios de puntos diferentes muestran diferentes grados de
severidad (leve, moderado y severo). Abreviaturas: ME, médula espinal; CC, coliculos

caudales; T, tAlamo; Cer, cerebelo; CP, corteza parietal; CF, corteza frontal.

Las principales lesiones del SNC asociadas a neurobrucelosis incluyen
hemorragias  multifocales, infiltrados ~ perivasculares =~ mononucleares vy
meningoencefalitis no supurativa, siendo mas graves en el tronco encefalico y menos
en el cerebro, también con infiltrados mononucleares. Estos infiltrados inflamatorios se

han encontrado predominantemente conformados por linfociticos y también por células
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plasméticas y macrofagos (Foster et al. 2002, Gonzalez et al. 2002, Mufioz et al. 2006;
Hernandez-Mora et al. 2008; Davison et al. 2020).

En Costa Rica, también mostraron que las lesiones fueron mas graves en la médula
espinal, médula oblongada y cerebelo, y de moderada a leve en las cortezas
cerebrales, asi mismo, meninges hiperémicas y coroiditis mononuclear de moderada
a grave en delfines rayados estudiados durante 2006-2008 (Hernandez-Mora et al.
2008).

En el caso de S. coeruleoalba (n=10) y D. delphis (n=1), ambas especies
presentaron un patron en el perfil de las lesiones del sistema nervioso central muy
similar, asi como ha sido observado anteriormente por otros autores en S.
coeruleoalba (Figuras 37 y 38) (Gonzalez et al. 2002, Hernandez-Mora et al. 2008).
Para estos animales los perfiles de las lesiones presentaron una graduacion severa en
los tejidos donde habia presencia de meninges, disminuyendo la severidad de caudal
a craneal, es decir, la severidad fue mayor en la médula espinal, médula oblongada,
puente, cerebelo y coliculos en comparacion con la corteza occipital, parietal y frontal.
Un factor que hizo que los grados fueran mas altos fue si el tejido se encontraba
recubierto por meninges, ya que en las zonas donde no habia meninges, aunque
presentaron lesiones en el parénquima cerebral, estos obtuvieron grados de severidad
inferiores en tdlamo y ndcleos basales (Figuras 37 y 38).

En contraste, los otros dos casos positivos a Brucella spp. ST27, incluidos en esta
practica dirigida, fueron de la especie K. sima. Estos animales presentaron un patron
diferente en el perfil de la lesién, ya que la graduacion fue leve en zonas con meninges

como el cerebelo y corteza occipital, y se obtuvieron mismos grados areas
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parenquimatosas como talamo y nucleos basales. Actualmente no se encontraron
descripciones publicadas de las lesiones que causa esta cepa ST27 en el SNC, los
reportes hasta el momento en cetaceos corresponden a placentitis con reporte de
aborto, correspondiente al caso incluido en esta préctica dirigida de la especie K. sima
(Suérez-Esquivel et al. 2019, Herndndez-Mora et al. 2021) y a un T. truncatus en
Australia (Mackie et al. 2020), sin embargo, anteriormente se evidencid que esta cepa
puede generar neurobrucelosis con un grado leve de lesiones en parénquimay areas

con meninges para la especie K. sima.
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3.4.4. Grado O

Los siete casos que resultaron negativos a Brucella spp., no presentaron ninguin

tipo de infiltrado inflamatorio perivascular ni en meninges del SNC (Figuras 39 y 40).

[ 500um ]

Figura 39. Corte histologico de cerebro y meninges sin infiltrado inflamatorio de Vico.

Tincion hematoxilina-eosina. Barra=500 pum, 5x.
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Figura 40. Perfiles totales y parciales de las lesiones con grado de severidad 0. Casos

de Vico, Anibal, Yen, Ana, Maria, Hernan y Tammy. No presentaron ninguna lesién

asociada a infiltrado linfocitico.
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La ausencia de casos de neurobrucelosis en las especies Tursiops truncatus (n=1),
Langenodelphis hosei (h=1), Grampus griseus (n=1), Stenella longirostris (n=1) y
Stenella coeruleoalba (n=3) encalladas durante el periodo de la practica dirigida puede
explicarse, exceptuando S. coeruleoalba, por el bajo nimero de animales sometidos a
los estudios de necropsia y cultivos bacteriolégicos, no obstante, estas especies se
han reportado como serolégicamente positivas en estudios previos (Hernandez-Mora
et al. 2009). Otra hipétesis aparte del bajo nimero de individuos estudiados podria ser
gue son especies con poca susceptibilidad a la invasion del SNC por parte de B. ceti,
tal y como sucede con otros mamiferos terrestres, ya que estas especies son poco
reportadas como encalladas en nuestro pais, a diferencia de los delfines rayados.

También en los animales positivos a Brucella ceti ST 26 se encontraron otros tipos
de lesiones, diez con hiperemia y hemorragia, diez presentaron poliradiculoneuritis,

cuatro con coroiditis, dos ventriculitis, todos con infiltrado linfocitico (Figura 41 a la 43).
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Figura 41. Corte histologico transversal de médula espinal con poliradiculoneuritis de
Chiibal Kiin. Infiltrado moderado de linfocitos en las meninges que rodean las raices
de nervios (flechas). Tincion hematoxilina-eosina. Barra=200 um, 6x.
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Figura 42. Corte histolégico del plexo coroideo del IV ventriculo de la médula

oblongada con coroiditis de Fernanda. Infiltrado moderado de linfocitos expandiendo
el estroma del plexo coroideo (flecha). Tincibn hematoxilina-eosina. Barra=100 pm,
20x.
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leve perivascular (flechas). Tincibn hematoxilina-eosina. Barra=300 pum, 8x.

Adicionalmente, algunos trastornos hemodinamicos fueron encontrados, tales
como hiperemia y hemorragia en todos los casos positivos a Brucella ceti, en al menos
uno de los tejidos evaluados del SNC, estos hallazgos han sido anteriormente
reportados en cetaceos con neurobrucelosis (Gonzalez-Barrientos et al. 2010, Sierra
et al. 2019), no obstante, este también fue un hallazgo en animales negativos, por lo
gue este es considerado un hallazgo inespecifico cominmente encontrado en

animales encallados (Xiang et al. 2013) y no especificamente asociado a
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neurobrucelosis. Asi mismo, se encontraron otras caracteristicas particulares
causados por neurobrucelosis, algunos autores han descrito que la meningoencefalitis
ademas de los infiltrados mononucleares puede incluir poliradiculoneuritis, coroiditis,
ventriculitis (Gonzalez et al. 2002, Hernandez-Mora et al. 2008, Gonzalez-Barrientos
etal. 2010, Nymo et al. 2011, Sierra et al. 2020), sin embargo, estos hallazgos tampoco
son especificos de la neurobrucelosis porque se han descrito en otras afecciones del
SNC por otros agentes infecciosos como Morbillivirus, Herpesvirus, Toxoplasma gondii
y Nasitrema sp (Sierra et al. 2020).

Ademas, en el caso de AKA Hernan se encontraron cuerpos de Lafora en las

cortezas cerebrales (Figura 44).
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de Lafora en neuroparénquima (flecha). Tinciébn hematoxilina-eosina. Barra=60 pm,
40x.

Los cuerpos de Lafora descritos en el caso del delfin de Fraser (AKA Hernan) en
diferentes areas de la corteza cerebral, es un hallazgo que no se ha reportado en
cetaceos. En medicina humana es una alteracion ampliamente estudiada, donde los
cuerpos de Lafora se han descrito como la acumulacién intracelular de agregados que
contienen poliglucosanos, los cuales se encuentran con menor ndamero de
ramificaciones y de distribucién anormal, algunas también pueden estar compuestas

por proteinas ubiquitinadas, estas inclusiones pueden acumularse en diferentes
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organos tales como cerebro, higado, glandulas sudoriparas, muasculo cardiaco y
musculo esquelético (Laforay Glueck 1911, Harriman et al. 1955, Berkovic et al. 1986).
En este caso el hallazgo no se asocia a ninguna alteracién de salud significativa,
debido a la condicién de adulto, se considera una presentacion incidental de los
cuerpos de Lafora, a menudo, reportados en animales de edad avanzada, este
hallazgos han sido reportado en otros animales terrestres como perros, gatos, vacas,
mapaches, murciélagos y zorros (Hall et al. 1998, Gabor y Srivastava 2010, Honnold
et al. 2010, Hamir 2011, Wohlsein P et al. 2012, Swain et al. 2017), sin embargo, este
reporte, representa el primer caso documentado en cetaceos especificamente en L.
hosei.

Se resumen los hallazgos de todos los casos incluidos en esta préactica dirigida en

el Cuadro 6.
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Cuadro 6. Hallazgos y lesiones asociadas en virtopsia, necropsia, bacteriologia, histopatologia y serologia de los casos

estudiados durante el periodo 2017-marzo 2021.

Identificacion
Vico
Anibal
Yen
Ana
Maria
Tammy
Hernan

Eduardito
ocC
Chiibal Kiin
Irmo
Hellen
Radl
Kathy
Herradura
Julian
Francisco
Randy
Maria José
Fernanda

Covid

Ventriculomegalia

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Negativa
Leve

No especificada

No especificada
No especificada
No especificada
No especificada
No especificada
No especificada
No especificada
Leve
Leve
Moderada
Moderada
Severa

Severa

B. ceti
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

ST26
ST26
ST26
ST26
ST26
ST26
ST27
ST27
ST26
No Caracterizado
ST26
ST26
ST26

ST26

Histopatologia

Sin inflamacion
Sin inflamacion
Sin inflamacion
Sin inflamacion
Sin inflamacion
Sin inflamacién
Sin inflamacién

Meningoencefalitis

Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis
Meningoencefalitis

Meningoencefalitis

Otras lesiones histopatoldgicas asociadas
Ninguna
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia y hemorragia

Ninguna

Hiperemia, hemorragia, poliradiculoneuritis, coroiditis y ventriculitis

Hiperemia, hemorragia, poliradiculoneuritis, coroiditis y ventriculitis

Hiperemia y hemorragia
Hiperemia, hemorragia y poliradiculoneuritis
Poliradiculoneuritis
Poliradiculoneuritis y coroiditis
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia, hemorragia y poliradiculoneuritis
Hiperemia, hemorragia y poliradiculoneuritis
Hiperemia, hemorragia y poliradiculoneuritis
Hiperemia y hemorragia
Hiperemia, hemorragia, poliradiculoneuritis y coroiditis

Ninguna

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Serologia a brucelosis
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La neurobrucelosis o infeccion por bacterias del género Brucella en el SNC, es una
de las complicaciones mas graves de la brucelosis en los seres humanos en paises
endémicos, reportandose de un 0.5% al 37.5 % en los pacientes humanos no tratados
por brucelosis (Shakir et al. 1987, Lubani et al. 1989, McLean et al. 1992, Guven et al.
2013, Gul, Obiako et al. 2010 y Erdem 2017). A pesar de esto, la neurobrucelosis en
humanos a menudo puede ser subdiagnosticada, resultando en la administracién del
tratamiento inadecuado y presentdndose como una grave enfermedad debilitante e
incapacitante (Buzgan et al. 2010, Zheng et. al 2018).

Esta complicacion se caracteriza por meningoencefalitis, descrita en mas del 90% de
los pacientes con neurobrucelosis; sin embargo, otras formas pueden incluir meningitis,
encefalitis, enfermedad meningovascular, abscesos cerebrales, sindromes
desmielinizantes y mielitis (Baldi y Giambartolomei 2013, Qasim et al. 2021). Estas
presentaciones incluyen cambios inflamatorios en el parénquima cerebral y meninges
con infiltrados linfohistiocitarios y células plasmaticas, que dan como resultado la
hidrocefalia con significante dilatacion de los ventriculos y en ocasiones con formacion
de granulomas (Sohn et al. 2003, Altas et al. 2010).

A pesar de la incidencia de neurobrucelosis en humanos, solo existen escasos
informes que documenten los cambios histopatol6gicos de esta infeccion en el sistema
nervioso central, dejando un enorme vacio de informacién sobre la patogénesis de esta
enfermedad (Seidel et al. 2003, Krishnan et al. 2005).

A nivel mundial, los casos humanos infectados por Brucella marina son pocos, sin
embargo, Brucella spp. ST27 se ha aislado de estos casos y han presentado al igual que

los delfines descritos en este estudio, neurobrucellosis y afecciones a nivel ostearticular
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(Sohn et al. 2003, McDonald et al. 2006, Whatmore et al. 2008, Maquart et al. 2010,
Cloeckaert et al. 2001, Cloeckaert et al. 2011). Los estudios epidemiolégicos han
relacionado estas infecciones a la ingestion de pescados y mariscos crudos y no a la
exposicion directa a mamiferos marinos, lo que evidencia la necesidad de investigacion
para conocer otros posibles reservorios en ambientes marinos (Sohn et al. 2003,
McDonald et al. 2006).

Aparte de los humanos y los cetaceos, esta complicacion, rara vez se reporta en
animales domésticos (bovinos, caprinos, ovinos, porcinos o caninos) y otros animales
salvajes, en general, se considera como poco descrita, asi como también carece de
descripciones detalladas en la literatura del mecanismo y via de ingreso superando la
barrera hematoenceféalica, su mecanismo de permanencia y progreso en los organismos
infectados.

De los cetaceos encallados durante 2017 a marzo 2021, 15 casos (72%) presentaron
serologia positiva a brucelosis y tenian al menos una lesion en el SNC, de estos se
obtuvieron 14 animales (67%) positivos con aislamiento de Brucella spp. De siete que
presentaron diferentes severidades de ventriculomegalia por virtopsia, seis animales
(86%) resultaron positivos a Brucella spp. Y el 93% de los animales positivos en los
estudios bacteriolégicos presentaron meningoencefalitis. Lo anterior demuestra la
importancia de realizar estudios complementarios de serologia, bacteriologia,
histopatologia, e imagenologia para un abordaje integral y de mayor comprensiéon de
esta infeccidn a nivel de sistema nervioso central.

Ademas, con estos resultados es evidente que independientemente de la severidad

de ventriculomegalia mostrada, los animales pueden encallar y presentar afectaciones
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neurologicas con presencia de Brucella ceti ST 26 o Brucella spp. en el SNC, reflejando
un diagnéstico robusto y una fuerte asociacién entre los hallazgos.

Los cetaceos encallados por lo tanto pueden generar valiosa informaciéon para el
estudio de la neurobrucellosis en seres humanos y servir de base para comprender la
fisiopatologia de la enfermedad en SNC (Guzméan-Verri et al. 2012).

La informacién generada con esta practica dirigida evidencia que las medidas de
bioseguridad y precaucion deben ser estrictas, especialmente cuando se manejan o
manipulan mamiferos marinos en las playas y en todos los procedimientos de estudio
paralatomay procesamiento de muestras ya sea en virtopsia, necropsiay en laboratorio,
ya que el potencial zoonético de estas cepas marinas siempre esta presente (Suarez-
Esquivel et al. 2019, Sierra et al. 2019, Herndndez-Mora et al. 2021).

Es evidente entonces la necesidad de la integracidn entre la investigacion biomédica,
la medicina de conservacion y la salud publica para brindar respuestas al desafio de las
enfermedades zoondticas emergentes en fauna silvestre tanto terrestre como marina y
brindar un abordaje acorde a las necesidades de las especies mayormente afectadas

por condiciones adversas de medio ambiente y por el impacto del ser humano en estas.

4. CONCLUSIONES

1. Se interpreté mediante la virtopsia por TACPM los hallazgos del SNC, lo cual
permiti6 comprender de una manera amplia los posibles hallazgos por
neurobrucelosis para determinar el grado de severidad de la ventriculomegalia,
ademas se interpretaron hallazgos del SOA, que complementan los hallazgos que

se pueden encontrar en la necropsia convencionalmente.
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En las necropsias se evaluaron las lesiones del SNC causadas por la
neurobrucelosis, asimismo se pudo realizar una necropsia mas detallada para
corroborar los hallazgos de la virtopsia en el SOA.

Se identificé la presencia de B. ceti en el SNC mediante los cultivos y
caracterizacion bacteriolégica.

Se describié y gradud la severidad de las lesiones histopatolégicas del SNC.
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5. RECOMENDACIONES PARA EL SENASA

Continuar utilizando las técnicas de diagndstico utilizadas en este trabajo fina de
graduacion para los cetaceos que encallen en Costa Rica, asi como también se pueden
replicar en otras especies que se quieran estudiar a fondo el sistema nervioso central.

Las autoridades del Servicio Nacional de Salud Animal puede entrenar y capacitar al
personal de Guardacostas, Bomberos, SINAC, entre otros, quienes son los primeros en
llegar a ayudar al animal para evitar cualquier riesgo de infeccion del personal con las
enfermedades que pueden estar afectando la salud de los cetaceos que encallan.

Este tipo de préactica dirigida ejemplifica el concepto de una salud, donde se vincula
la salud publica con la salud de los animales y la salud del ecosistema, debido a que la
brucelosis marina es potencialmente zoonética, se debe continuar con el monitoreo
activo de los cetaceos que encallan en nuestro pais y asi obtener informacién que
permita dar seguimiento al estado de salud de las poblaciones marinas de cetaceos,
ademas de continuar aprendiendo sobre la fisiopatologia de la neurobrucelosis y otras
enfermedades infecciosas y no infecciosas que generan la continua mortalidad anual de
las poblaciones.

Con respecto a la toma de imagenes mediante TACPM, el animal debe encontrarse
lo mas fresco posible y si se congela, se debe mantener en una posicion horizontal para
gue al momento de la reconstruccion de imagenes del animal estas puedan obtenerse
en posiciones anatomicas lo mas normales posibles.

Durante la necropsia se debe realizar una revision detallada de la condicion corporal
de cada cetaceo encallado para asociarlo con el grado de severidad de una infeccion

asociada a dicho evento y también se recomienda tomar siempre muestras suficientes
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de médula espinal cervical y medir la totalidad de LCR en animales con
ventriculomegalia. Ademas, se debe realizar la necropsia lo mas cercano a la fecha de
encallamiento del animal, para evitar alteraciones por descomposicion y en caso de que
se congele evitar la severa congelacion de los tejidos, especialmente del SNC.

Por ultimo, se recomienda generar reportes individuales que incluyan fotos detalladas
de cada hallazgo en todos los casos para que toda la informacion obtenida pueda ser

facilmente accesible a través del tiempo.
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